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はしがき 
晴乳動物の持つ9アミノ酸ペプチドホルモンのオキシ卜シン(OT)は､主に脳内の視床下部の室傍核 
(pvNIや視索上枝(SON)で合成され､その一部は下垂体後葉から血中に放出されるo分泌されたオキ 
シ卜シンはGタンパク質共役型受容体ファミリーに属すオキシ卜シン受容体(OTR)を経由して分娩時 
の子宮筋収縮や乳腺平滑筋収縮による乳汁射出などの生殖機能を制御するo一方､脳内オキシ卜シン 
は同じく脳内に発現する受容体OTRに作用し､生殖行動.母性行動.社会行動(個体識別記憶.集団 
形成など).摂食行動.ストレス反応などの多様な脳高次機能を制御するo 
申請者.画森らにより得られた科学研究費補助金基盤(B)による研究で､申請者らはOTR遺伝子 
欠損マウス(Otr-/-)を作製し 剌ﾚ細な解析を行った結果､本報告書にまとめたように､OT/OTRシステ 
ムの生体における多面的な役割を明らかにすることに成功したので､ここに報告するo 研究組織 
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第1章:序論
オキシトシン(OT)は晴乳動物の持つ9アミノ酸からなるペプチドホルモンで､主に視床下部
の室傍核(PVN)や視索上核(SON)で合成されて下垂体後葉から血中に放出される｡また､その他
の脳内領域の神経細胞からのOT分泌も知られ､これが脳内のOT機能に働くと考えられている｡
このオキシトシンの受容体(OTR)は7回膜貫通領域を有するGタンパク質共役型受容体ファミリ
ーに属している｡ OTRにはGタンパク質としてGaq/11とGaiが共役し､主にリガンド刺激後の
シグナル伝達としてPLC(ホスホリパーゼC)が活性化されて細胞内ca2+動員系が作動する｡ OTR
は子宮･乳腺･卵巣･精巣などの生殖器官の他､脳､腎臓､心臓､脂肪組織などに広く発現す
る事が知られる｡
oTは分娩時の子宮筋収縮や乳腺平滑筋収縮による乳汁射出などの生殖機能に働く事が古くか
ら示されてきたが､最近の研究はこれが生殖行動･母性行動･社会行動(個体識別記憶･集団
形成など) ･摂食行動･ストレス反応などの多様な脳高次機能をも制御する事を報告している｡
しかし､申請者･西森らが作製したリガンドのOT遺伝子欠損マウス(Ot -/-)では乳汁射出･個
体識別記憶にのみ異常が観察され､以前の報告から予想される結果とは異なる結果をもたらし
たo　これに加えて､山vitroの実験でOTと構造の類似した下垂体後菓ホルモンのバソプレシン
(AVP)がOTRに結合して部分的にアゴニストとして作用する事が示されている事などから､生体
でもAVPを含む他のリガンドがOTRを活性化する可能性が考えられ､上記のOTの機能において
はリガンドのOTにましてOTRの重要性が一般的な見解となっていた｡
本科学研究費補助金による研究ではOTR遺伝子欠損マウス(Otr -/-)を作製し解析した｡そし
てこれにより､生体における多面的なOT/OTRシステムの役割を明らかにすることに成功した｡
第2章: oTR遺伝子欠損マウスの作製
oTRは様々な組織で発現し､多くの生体機能を担っている事が示唆されていたため､ Cre-loxP
システムを用いて条件特異的に遺伝子欠損を誘導できるマウスの作製を計画した｡
マウスOTR遺伝子は四つのエキソンからなり､第三･第四エキソンがアミノ酸をコードして
いる(Fig. 1)0
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第三エキソンは第六膜貫通領域までを含み､その直後に12kb程度の大きなイントロンが存在す
る｡大阪大学木村正博士より譲渡いただいたファージクローンより第三イント
Table l The profile of reproductive functions sudt as fertmty and sexual
behavior in male (10･2S weeks old) and female (lO･ lS weeks old mice
Fblrhg No. AMats ng Prwanty rate Ayerago
M.J.　Fe..laJe rT.atingtrlaJs rateq･)　　(%)　　littersize
Otr+/+ x Otr+/+
Otr･/･ X Otr+/+
Otr■/+ × Otr･′･
Otr･′･ × Otr･′･
7.5±0.7
8.2±0.9
8.6±0.5
8.4±0.8
Mating rate was CalcuIated as the number of females with Copulation plugs/number of
total females intercrossed, which were selected without reference to ovuhtory cycle.
Pregnancy rate was calCuhted as the number of females with successful deliyery/ the
total number of femaIes with Copulation plugs. The data represents mean土SEM･
Table2 The prvfHe of reproductiye functions such as parturition and
rTIaternal nurturing ln Pregnant mice
FbJ rl ng
MaJe FerrLaJe
N〇･ 〇t onsetd Duration of PostnataJ suryiyors
prwantferTlales hbor (daLy) hbor (hour) PertOtaJ births (%)
Otr+′+ × Otr+′+
Otr′･ × Otr+′+
Otr+/+ x Otr･/･
Otr/･ × Otr･′･
I 9. 1 ±0. 1　　3.8±0.4
1 9.2±0. 1　　4.8±0.9
1 9.2±0. 1　　4.8±0.9
1 9.3±0. 1　　3.2±0.2
The morning of detection of the copubtion plug was designated as day O･5 0f pregnanCy･
The data represents mean ± SEM.
ロンの途中までを含むOTRゲノムを単離し､その制限酵素切断地図を作製した｡これを元に､ OTR
の大半をコードする第三エキソンをタ-ゲテイングするベクターを構築した(Fig. 1)0
タ-ゲテイングベクターを制限酵素消化によって直鎖にし､マウスES細胞(Embryonic stem
cell;腔性幹細胞)株E14TG2aに対してエレクトロポレーション法によりタ-ゲテイングベクタ
ーDNAを導入した｡その後薬剤耐性クローンを選択し､かくクローンから調製したゲノムDNAの
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サザンプロット解析を行い､正しく相同組み換えを起こしたESクローンを二つ同定した｡これ
をC57BL/6Jマウス3.5日腔(腫盤胞)にマイクロインジェクションし､五匹のキメラマウスを得
た｡これらの試し交配を行ったところ､一匹のキメラマウスにおいてES細胞が生殖細胞系列に
寄与している事が晃かとなった｡そこで､発生初期に全身でCreを発現するCAG-creトランス
ジェニックマウスと､得られたキメラマウスの交配を行い､ loxP配列に挟まれた領域が組み換
えによって欠損したマウス(Otr +/-)の取得に成功した｡
次に､ Otr +/一同士の交配によって得られた仔マウスの遺伝子型をサザンプロット解析によっ
て決定し(Fig. 2)､ Otr -/-が雌雄共にメンデルの法則に従って産まれる事を確認した[(Otr
+/+ :otr +/- :otr -/-), 65:133:69 (males); 79:133:78 (females)]｡また､第三エキソンを
プローブにしたサザンプロット解析で､ Otr -/-でCre-loxPシステムによって標的部位が欠損
している事を改めて確認した(Fig. 2)0
続いて､ OTR mRNAの発現上昇が知られる出産直前子宮のノーザンプロット解析を行った
(Fig.2).これによってOtr -/-でOTR遺伝子の転写産物が完全に欠損し､遺伝子欠損マウスの
作製に成功した事が示された｡このマウスを用い､生殖機能(第3章) ､行動(第4章) ､肥
満(第5章)に関する研究を進めた｡
第3章: oTR遺伝子欠損マウスの生殖機能の解析
oTRは雌の分娩･乳汁射出･卵巣機能(黄体形成や卵成熟)､雄の精子形成･射精､更に雌雄の
性行動など広く生殖機能に役割を果たす事が明らかとなっている｡そこで､ OTR遺伝子欠損マウ
スにおいてこれらの機能を解析するために､雌雄Otr +/+, Otr -/-を各々組み合わせて交配実
験を行った｡この際､雌については性周期を考慮せず､無作為に選択した｡この結果､交配率
･妊娠率･出産仔数において遺伝子型による差は認められなかった(Table. 1)｡これにより､ Otr
-/-では雌の卵形成･性周期･排卵･受精･着床･妊娠､雄の精子形成･射精､雌雄の性行動に
おいて顕著な異常のない事が示された｡また､妊娠雌マウスの出産について観察を行ったとこ
ろ､予想外にもOtr -/一における分娩の開始時間や所用時間に異常は認められず､ ot -/-と同様
の結果が得られた(Table.2)｡これにより､ OTRはマウスの分娩に必須ではない事も明らかとな
った｡
しかし､現在までにOTRと分娩の関連については大変多くの報告がなされ､また臨床の場に
おいてOTが子宮収縮剤･分娩誘発剤として用いられている事から､やはりOTRは分娩時の子宮
収縮に何らかの重要な役割を果たしていると考えられる｡そこでOtr -/-の分娩機能が他因子に
よって相補されている可能性を疑った｡
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マウスの子宮収縮に重要な因子としてはOTの他にプロスタグランジンF2a(PGF2a),プロス
タグランジンE2(PGE2)が挙げられる｡しかし､ PGF2aの受容体(FP), PGE2の受容体
(EPl, EP2, EP3, EP4)の各遺伝子欠損マウスでは全て分娩時の子宮収縮に異常はない事が示されて
いる｡そのため､それぞれの因子が互いに相補可能であり､これらの分娩機能を維持している
可能性を考えた｡
FP遺伝子欠損マウス(Fp -/-)は卵巣黄体から分泌されるプロゲステロンが低下しないために､
分娩を正常に開始できない｡しかし､分娩直前の卵巣切除によって強制的にプロゲステロンを
低下させると､正常な分娩が開始される｡卵巣切除によって分娩が回復する事は､マウスの子
宮収縮機能自体にはFpが必ずしも必要ない事を示していると考えられるo　プロゲステロンは子
宮のOTR遺伝子発現を抑制しており､卵巣切除によってその発現が誘導された事から､ Fp -/-
マウスの子宮収縮にはOTRが重要な役割を果たしている可能性が考えられ､このことは我々が
観察した､ Otr -/-やot -/-でも問題なく分娩が開始､終了することと矛盾する.
これらの事から､ FP ･OT両遺伝子欠損マウス(Fp -/-/ Ot -/-), FP ･ OTR両遺伝子欠損マウ
ス(Fp -/-/ Otr -/-)を作製し､ Ot -/-, Otr -/-の分娩におけるFPの相補作用の有無について
検討を行う事としたo Fp -/-は京都大学杉本幸彦博士にご供与いただいたo
作製した各種の遺伝子2重欠損マウス､ Fp -/-/ Ot -/-, Fp -/-/ Otr -/-について分娩を観
察したところ､ Fp-/一同様に分娩が正常に開始されず､後に死亡した胎児が排出された(Tablel 3).
これらについて､出産予定日に帝王切開を行う限りは新生仔は生きて産まれ､これを里親に預
ける事によって正常に成長出来る事を確認した｡そのため､この分娩機能欠損は母親側の問題
によるもので､ Fp -/-同様に､分娩発束に先立って発生するプロゲステロン低下現象が､この
マウスでは起きないことに起因する事が示唆された｡
そこで､妊娠したこれら各遺伝子欠損マウスに対して分娩直前にプロゲステロン受容体のア
ンタゴニストであるRU486を投与し､その効果を観察した｡その結果､ Fp受容体遺伝子単一欠
損のFp -/-と同様に､ Fp -/-/ Ot -/-, Fp -/-/ Otr -/-の各2量遺伝子欠損マウスも出産予定
日付近に分娩を開始し､新生仔が生きて産まれる事が確認された(Table.4)｡これによってFP
遺伝子とOT/OTR系の遺伝子が両方無くとも､少なくともマウスではプロゲステロンの低下さえ
有れば分娩開始を誘導できる事が明らかとなった｡さらに､マウスの分娩時のプロゲステロン
低下が､従来より言われてきた子宮筋oTRを発現誘導するのための現象以外の意味を持ち､何
らかの子宮平滑筋収縮機能を持つ遺伝子の発現誘導を含む､他の収縮制御システムの誘導をも
たらし分娩開始を誘導している可能性を強く示すこととなった｡
しかし､興味深い事に多くのFp -/-/ Ot -/12重遺伝子欠損マウス,そしてFp -/-/ Otr-/I
2重遺伝子欠損マウスでは分娩所用時間の延長が認められた(Table.4)｡そこで､分娩開始24
時間後に開腹し､その時点までに分娩を完了できていない個体の割合を評価した(Fig.3)｡その
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結果､ Fp -/-/ Ot -/-, Fp -/-/ Otr -/一各2重遺伝子欠損マウスでは分娩の完了に24時間以
上を要する個体が70%程度と非常に高い割合で認められ､子宮内に残された仔は全て死亡してい
た｡これにより､子宮筋におけるFPとOT/OTRは分娩開始誘導には必須でないが､分娩時の子
宮筋収縮に対し相補的に働き､分娩を正常に終了させるためには必須である事が強く示された｡
一方､ otr -/-雌マウスより出産した新生仔は生きて産まれるが､消化器官には乳汁は入って
おらず､これらは出産後24時間までに全て死亡する事が明らかとなった(Table.2)｡これらの
母親より産まれた新生仔を､ Otr +/+の出産直後の雌マウスを仮親としてこれに預け育てさせる
と正常に成育する事から､ Otr -/-雌マウスからの出産後に見られる新生致死の原因は､母親の
授乳にある事が示唆された｡そこで､妊娠期(妊娠15日目) ･授乳期(出産後12時間)のOtr -/-
の乳腺を観察し､その形態や妊娠･分娩に伴う発達の異常の有無について検討を行った｡
乳腺は乳頭から放射状に延びる不定形の腺葉からなる複合管状胞状腺である｡それぞれの腺
葉には乳管があり､これらが乳頭に開口している｡各腺葉の終末にはブドウの房状の腺胞が存
在し､これを筋上皮細胞が龍状に取り囲んでいる｡腺胞の内側には一層の上皮細胞が並んでお
り､腺胞腔を取り囲んでいる｡乳腺上皮細胞は乳汁を合成し､筋上皮の収縮作用によって乳汁
が乳管に分泌される｡
組織切片で乳腺腺胞を観察したところ､妊娠15日目までには野生型妊娠マウス乳腺の組織像
に比し顕著な差は認められなかったが､出産後12時間のOtr -/-ではO士 -/一同様に､形成され
た乳汁の排出されていない様子が認められた(Fig.4, C and D)｡また
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Table3 Summary of parturition in Fp-/･I Ot･/･I Otr･/･I Fp･′･′Ot･/･ and
印･′･′Otr･′･ mice
Maternal No. 01　　　　　0nset a Duration d
genotype prepantfemales hbor(daLy) 一abor(hour)
Ayertge
litter size
wJ'ld ･ typ e
Fp･/･
Ot･′･
Otrイ･
Fp･/･/Ot･/-
印イ･′Otr一′~
1 9.4±0. 1　　　3.9±0.7
22.2±0.4　　　　　'
19.4±0. 1　　　4.は0.8
I 9.3±0. L　　　　4.6±0.7
2 l.7±0.3　　　　　*
22.8±0.3　　　　　*
8.8±0.6
辛
7 2±0.9
8 2±0.5
*
*
The morning of detection of the copuhtion plug was designated as day O･S of pregnanCy･
The data represents mean ± SEMI *The data Could not be determined･
:na三･,e.T･,S･u,T.T･?･rym?cf.RU486･仙ed pa血dtion in Fp-/-I Fp-/-'Ot''-
Materml No. a Admlnlstrdlon Onset a Duratlon ol Ayerage
geno吋Pe PrtPant a FLU486　　　hbor laJ}or litter size
ferllales　　　　　　　　　　　　(day)　　　PotJ r)
FP-/･
Fp･/･/Ot-/-
Fp･/I/Otr･/-
+
+
+
22.2±0.4　　　　*　　　　　　*
1 9.7±0.0　　　3.3±0.4　　　6.8±0.5
2 I.7±0.3　　　　*　　　　　　*
I 9.8±0. I prolonged　　7.5±0.5
22.8±0.3　　　　*　　　　　　*
1 9.7±0. 1　proLonged　　6.9±0･5
The morning of detection of the copu一ation plug was designated as day O･5 0f pregnancy･
The data represents mean ± SEM･ *The data could not be determined･
whole mountの組織像の観察結果も､妊娠15日目ではその乳管や腺胞について顕著な差は認め
られなかった｡しかし､出産後12時間のOtr -/-雌マウス乳腺腺胞組織像は乳管が見えないほ
8
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どに腺胞の密度が高くなっている様子を示した(Fig.4, I and ∫)｡排出
lig,U.r･?･3, 7,u･r,!,tiotT,?faLa.b:;!T,dE:,e･1l bl.:::gester.ne receptor antagonist RU486
RU486 was injected subCutaneously (225帽) into Fp-/-, Fp-/-/Ot一㌦nd Fp-/-/Otr-/- mice on day l 9 0f
pregnanCy･ The percentage of females with prolonged labor over 24 hours is shown･
Day lS of pregnancy
otr+ /+　　　　　　otr/-
B
F　　　'･L
Postpartu m
otr+/ +　　　　　　ofr/-
c Y野付､　D･噸野卑門野望轡
l
r
Figure4 HistologICal analysIS and who一e mounts of OtT+/+ and Otr-/- females
mamnlary glands at day l S of pregnancy and postpartLJm･
Tissue sections were stained with hematoxylin-eosin (A-D) and whole mounts were stained
with CarmineAlum (E｣). Pannels I and ∫ are higher magnifkations of each G and H･
Scale bars represent l00ドm (A-D.I and ∫) and I mm (E-H)･
されない乳汁がOtr -/-の腺胞内に蓄積し､これによって切片の病理組織像やWhole mountの組
織像の観察で見出された腺胞の膨潤が誘導されたものと推測している0 OTR遺伝子は乳腺の筋上
皮細胞に発現する事が知られ､一方､ ot -/-ではOT投与によって射乳機能が回復する事などか
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ら､ Otr -/-マウス乳腺では乳腺筋上皮細胞の収縮機能がOT/OTR系の不動作によって損なわれ､
それに伴って観察されたような組織の異常形態が見出されたものと考えている｡
第4章: OT, OTR各遺伝子欠損マウスを用いた母子親和行動におけるOTRの機能解析
oT/OTRは様々な動物種で､母性行動に関わる事が示されてきている｡特にラットや羊では､
分娩時のOT/OTRシステムの活性化が母性行動を誘導する事が明らかとなっている｡しかし､マ
ウスにおいては妊娠や分娩などの刺激を伴わない未経産の状態でも自発的な母性行動が見られ
るため､マウスの母性行動にはOT/OTRシステムは必要ではないと考えられてきた｡
しかし､出産直後のOtr -/-で仔マウスを巣内または巣外に散らかしている様子が見られたた
め､その母性行動の解析を行った.奮歯類の母性行動はretrieving(巣から離れた仔の超音波発
声を感知して､口にくわえて連れ戻す), nest building(床敷きを利用して通常の寝るための巣
よりも大きな高い壁のある巣を作る), licking and grooming(排尿促進や毛繕いのために仔を
なめる), crouching(晴乳や保温のために仔をお腹の下に抱える)の様な典型的な行動として現
れる｡これらのうち｡本研究では特にretrievingとcrouchingに着目して解析を行った｡
otr +/一同士の交配より得たOtr +/+, Otr -/一について出産直後の母性行動を解析した｡ま
ずtest前にケージを触らない状態での行動を20分間観察した｡ Otr+/+, Otr-/-共にcrouching
の持続時間は同等であったが､出産後Otr -/-で散らかっている仔の割合が高い事がわかった
(Fig.5)0 20分の観察後に仔マウスを取り除き､ケージ内の巣以外の三つの角に生後1-3日のマ
ウスを一匹ずつおいて､その後30分間の母性行動について評価を行った｡ Otr -/-は三匹の
retrievingを完了するまでの時間がOtr+/+に比べて有意に遅い様子が見られた上に､crouching
行動の現れる時間もOtr +/十に比べて遅く､その持続時間も短い事が分かった(Fig･6)｡ところ
が､ Otr +/+, Otr -/-共に仔マウスの臭いを喚ぎに行く行動が現れるまでの時間に差はない
(Fig. 6)ため､ Otr -/-でみられたこの現象は喚覚の異常によるものではない事が示された｡
しかし､ Otr -/-では乳汁が出ない事やOTが妊娠･分娩時に重要なホルモンである事から､
出産後のOtr-/-ではこれらの影響で母性行動に異常が出た可能性も考えられる｡そこで､Otr+/一
同士の交配由来のOtr +/+, Otr -/一について､妊娠･分娩･授乳を経験していない7-9週齢の
未経産時に母性行動を観察したところ､未経産otr -/-は出産後Otr -/一同様に母性行動に異常
を示した(Fig.7)｡これによって､ OTRは妊娠･分娩による生理学的変化や射乳機能の欠損とは
無関係に､マウスの母性行動に重要な役割を果たす事が明らかとなった｡
更にOtr -/-の母性行動異常の原因を探るため､ラットで母性行動に重要と考えられ､ OTRが
発現している脳の領域(Lateral Septum(LS), Medial Preoptic Area(MPOA))における神経細胞
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の活性を検討した｡未経産マウスを仔と五分間対面させ､これによって誘起される神経細胞の
興奮について神経活動マーカーである転写因子C-Fosの免疫組織化学法によって解析を行った｡
この結果､ Otr -/一についてLS, MPOAにおけるC-Fos陽性細胞の数がOtr +/十と比較して明らか
に少ない様子が認められた(Fig.8)｡これによって､ OTRは母性行動誘導時のLS, MPOAにおける
神経細胞の興奮に重要な役割を果たす事が示された｡
TIITV S搾nt CrOuCMng behaylor FIercenta騨Of scattered pups
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0師　書三
■ otr/･ (n=9)
□ otr+/+ (∩=10)
FlprQS Obseryation of postpartum Otr-/･ and Otr+/+ fema一es before tests
for maternal behayior.
Each female ( LO-I 5 weeks old) was observed for 20 minutes, and time crouching over pups
and percentage of newborns scattered was recorded･
The data represents mean土SEM.
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Flgure6 Tests for matery.&l bebyior in Otr･/･ and Otr+/+ postprtum females･
Three newborn pups ( I-3 days old) Were placed in diHerent areas of the cage and the fo"owing
behaviors were scored for 30 minutes: latency to retrieye each pup; latency of crouching oyer
pups in the nest; and time crouching over all three pups in the nest･ Fai一ure to retrieve or crouch
was assigned as 30 minutes, the 一ength of the observation period･
The data represents mean ± SEM and were analyzed by the Mann-Whitney U-test･ *P < 0･05 and
**P < 0.0日or mutant compared with wild-type.
一方でリガンドのOt -/-と比較するため､ Ot +/一同士の交配によって得たOt +/+, Ot -/一に
っいても同様に母性行動の解析を行った｡しかし意外な事に､出産後･未経産共にOt-/-はof+/+
と同様の正常な母性行動を示す事が明らかとなった(Fig.9-ll)0
ll
? ? ? ? ?
? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ?????? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ???
? ? ? ? ? ?
??????????っ?
? ? ? ? ?
???
リガンドと受容体の遺伝子欠損マウスで異なる表現型を示す理由を推測し､ [(1)胎児期に母
親のOTが胎盤を通じて胎児に作用して後の行動を確立している(2)OTRを活性化する別のリガ
ンドが存在する]の二つの仮説をたてた｡現在までの我々の研究では､胎児期のOT暴露によっ
て雄の攻撃性が制御されている事や､ AVPがOTRを介してマウス子宮筋収縮に働く事など上記仮
説を支持する研究結果を得ている｡そこで､これらのうち(1)胎児期のOT暴露の有無が母性行
動樹立に影響しているか否かに着目し､解析を行った｡即ち､ ot -/一同士の交配によって母胎
にOTが存在しない状況を作り､そこで成育したOt -/-の母性行動の検討を行う事とした｡
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Figure7 Tests for rTlaternal behayior in Otr･/･ and Otr+/+ yirgin females･
The behavior of each female (7-9 weeks old) was observed as described in Fig･6･
The data represents mean ± SEM and were analyzed by the Mann-Whitney U-test･ *P < 0･05 br
mutant Compared with wild-type･
otr/-
≠                          ･
"poA八
･ ･･　　　　/.･.4-J　　-
t ■ ･             . 1                       ▲t1.
Figure8 Neural actiyation after exposure to pups in Ofr-/- and Otr+/+ yirgm
females.
Representative photomiCrographs showing ⊂-Fos-immunoreactive ⊂ells in Otr+/'(A and C) and Ou-/-
(B and D) virgin females in the lateral septum (LS) (A and a) and the medial preoptiC area (MPOA)･
Each female was exposed to three newborn pups ( [-3 days old) for 5 minutes･ After the exposure･
pups were removed and each female was left undisturbed for 75 minutes･ Each female was then
anesthetized and perfused with 4% paraformaldehyde･ The perfused brains were subsequently
removed and their sections were cut and processed for detection of the c-Fos･
SCale bars represent 一oo pm･
この実験はScience､我々の観察で､受容体OTR遺伝子欠損マウスの成熟雄が高い攻撃性を示し
たが､リガンドのOT遺伝子欠損マウスでは-テロ接合体､ Ot +/一雌から生まれたOt -/一雄では
攻撃性何らの異常も見られなかったこと､これに対しホモ接合体､ Ot-/-雌から生まれたOt-/I
雄では､受容体遺伝子欠損(Otr -/一)雄マウス同様に高い攻撃性を示したことと比較すること
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で､ Ot/Otr系が動物の社会生殖行動樹立に果たす様々な役割を比較解析していこうという意味
を持つ｡
TlrTle STnnt CrOuChhg behaylor
1 000
900
800
700
600
500
400
300
200
loo
0
Percent ge of scaLttered pups
loo
■ otJln=9)
□ of+/+ (n=8)
Figure9 0bserryation of postpartum O{/- and Of+/+ females before tests for
maternal bellaYior.
Each female was observed as described in Fig.5.
The data represents mean j= SEM･
Latenty to sniff Latenq of L･atency of Cr･oucMng oyer Tlme spent crouchhlg
pups retrleyal
享o:;:o:;再
retrleyaL retrleyal
aJl three pups oyer aH three ptJFIS
1 400
1 200
I 000
t of･/･ (n=9)
□ ot+/+ (n=8)
Figure l 0 Tests for maternal behyior h Ot･′･ and Ot+/+ postpartum ferT.ales･
The behavior of each female was observed as described in Fig.6.
The data represents mean ± SEM and were analyzed by the Mann-VVhitney U-test･
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Fipre日.rests for rT.aternal behyior in Ot･/･ and Ot+′+ yirgin fer-les･
The behavior of each female was observed as described in Fig.6.
The data represents mean ± SEM and were analyzed by the Mann-Whitney U-test･
Latency to snlff Latency of Latency of crouchhlg OYer Tlme sFnnt {rOuChhg
pups retrLeyal
First Comp一ete
retrieyal retrieyaI
AIL three pups oyer all three ptJPS
1 200
1 000
J orI- (n=L7)
□ of+/+ (∩=14)
FIprQl 2 Tests for materna一 behyior in Ot･/- and Ot+′+ Y岬n females from
inte,C,qsses of each of Ot･′･ and Ot+/+ mice and fosterhg by CS7BL･′6J
female mice.
The behavior of each female was obseryed as described in Fig.6.
The data represents mean ± SEM and were analyzed by the Mann-Whitney U-test･
ot +/+, ot rL同士の交配から得た仔をC57BL/6Jを里親にして育てさせ､ 7-9週齢の未経産
マウスの母性行動を観察した.しかし､雄の攻撃性とは異なり､ Ot -/-から産まれたOt -/-も
正常な母性行動を示す事が明らかとなった(Fig. 12)o　これにより､ Otr -/-とOE -/-の母性行動
における表現型の矛盾が見られた理由として､ OTRを活性化する他のリガンドが存在する可能性
が示唆された｡これについては､今後の更なる研究による証明が必要である｡
一方でEmory大学Larry J. Young博士らとの共同研究で､仔マウスを母親と離した時に母親
を呼ぶために仔が発する超音波発声に着目して解析を行った｡ OTが超音波発声に関わる可能性
は示唆されていたが､この解析によって生後7日のOtr -/-の仔で同腹子のOtr +/+に比べて発
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声数が有意に少ない事が明らかとなっている｡この結果は仔の母親-の接触にもOTRが機能し
ている事を示した｡
これら一連の解析によって､ OTRは母子親和関係に極めて重要な因子であることが示された｡
第5章: OTR遺伝子欠損雄マウスの示す肥満についての解析
5-1.肥満と摂食･代謝
現在までの数々の研究により､ OT/OTRが摂食抑制や脂肪細胞分化を制御する可能性が示され
てきていたが､肥満病態におけるOT/OTRの機能についての報告はなされていなかった｡そこで､
当研究室ではOtr -/一について肥満に着目して解析を行った結果､ Otr -/-は加齢に伴って雄特
異的に内臓脂肪型の肥満を呈する事が明らかとなった｡特に内臓脂肪の蓄積はヒトでも男性に
多いとされ､糖尿病･高血圧･心筋梗塞とい･t,た生活習慣病の危険因子であり､その予防と治
療は大きな課題となっている｡そこで本研究では､ Otr -/-の示す肥満の原因について探り､ま
た内臓脂肪蓄積による代謝-の影響を検討した｡
現在までに当研究室において､ Otr -/-が寒冷条件下で体温を保つ事が出来ないという現象が
見られており､褐色脂肪組織(BAT; Brown adipose tissue)の熱産生能力が低下し､エネルギ
ー消費機構に異常を来している事が肥満の一因である可能性が示唆されている｡そこで､更にOtr
十の肥満の原因として考え得る摂食行動･活動量について､自治医科大学尾仲達史博士との共
同研究で解析を行った｡肥満がまだ顕著でない8週齢から､明らかな肥満を呈する13週齢に至
るまでのOtr +/+とOtr -/-の摂食量を測定した｡予想外にOtr -/-の一日の摂食量は測定した
週齢でOtr +/+と差がない事が明らかとなった(Fig. 13)｡また､ OTの分泌には日内変動が知ら
れている事､摂食リズムと肥満との関連が示唆されている事などから､9-11週齢のOtr+/+とOtr
十の明期と暗期の摂食行動･活動量を各々24時間中モニターした｡しかし､これについても遺
伝子型による差は認められなかった(Fig. 13, 14)0
一方で､ Otr-/-の代謝機能を見るために血中の血糖値､トリグリセライド､コレステロール､
遊離脂肪酸を測定した｡これらは肥満が明らかに認められる20週齢のマウスについて行ったが･
otr +/+とOtr -/-の示す値に差はなかった(Table.5)｡また､更に耐糖能(上昇した血糖値を正
常に戻す能力)に異常が見られる可能性を考え､ 20週齢マウスに対してOGTT(Oral glucose
tolerance test;経口糖負荷試験)を行う事とした｡その結果､ Otr -/-はOtr +/+と耐糖能に差
はなく正常である事が明らかとなった(Fig. 15)0
これらの事からOtr -/-は内臓脂肪型肥満を呈するにも関わらず､代謝に顕著な異常は見られ
ない事が明らかとなった｡
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Figurel 3 Food intake and their drcadian rhythm in Otr･/･ and Otr+/+ males･
Food intake was measured eyery week at 8, 1 2 and l 3 Weeks old and daily food intake was
recorded automatica"y eyery I 5 minutes during g･l l weeks oLd･
The data represents mean ± SEM and were analyzed by Student■s I-test･
Lotonotor actiyity Lotomotor actiyity LotOrnOtOr aCtiyity
(24･ hour)　　　　　　(light perhd)　　　　　(dark perioq
･- otr-/'(n=8)
一一･ o打+/+ (∩-8)
9　　10　　11　　　　　　　9　　10　　11　　　　　　　9　　10　　　日
Age (weeks old)       Age (weeks old)        Age (weeks ok))
Figurel 4 Locomoto-ctiyity aLnd their circadian rhythm in Otr-/I and Otr+/+
males.
Locomotor actiyity was recorded automatically every 1 5 minutes during 91 H weeks old･
The data represents mean ± SEM and were analyzed by Student's I-test･
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Tables Metabo一ic parameters in 20-weeks-Old Otr･/･ and Otr+/+ rT.ale mice
Metabo一ic pararTleterS Otr-/- (n=9)　Otr'/+ (n=9)
Glucose (rng′dl)
TIlglycerl des (Tllddl)
Cho一esterol (rng′dり
216±10　　　　195±12
196±I7　　　　175±17
132±l l　　　　　128±6
FrQefatty adds (mEq/り　　　　l ･09±0･ I 2　　　0･94±0･ 1 4
Blood samples were coHected from the retr0-Orbital sinus in the fed state between
10:00AM and 1 2:00 PM.円asma was prepared, b‖owed by measurement oI glucose,
triglycerides, cholesterol and free htty acids in blood･
The data represents mean ± SEM and were analyzed by Studentls I-test･･
- o打~/~ (n=5)
- otr'/'(n=5)
0　　　　30　　　　60　　　　90　　　1 20
Time(min)
Figurel S Oral glut.se tolerance test in 20-week-○ld Otr･′･ and Otr+′+ maLes･
20-week-old mice hsted for L 6 hours were given oral glucose (29kg) load･ Blood samples were
collected from the retr0-Orbital sinus before (0 min) and I 5, 30, 6O and I 20 minutes after
glucose administration･ P一asma was prepared･ fol一owed by measurement of glucose leyel in
b一ood.
The data represents mean ± SEM and were analyzed by Student■s I-test･
5-2.体重測定
生後直後からの継続的な体重測定の結果､ otr-/一雄マウスは野生型マウスに比較して有意な体
重の増加が認められた｡この傾向は生後12適齢から顕われ始め､週齢を重ねてもその傾向は変
わらなかった｡また､ otr+/一雄マウスは両者の中間程度の体重を呈した｡一方で雌マウスは遺
伝子型による体重の変化は認められなかった｡ (Figure 16.)
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Figure 16. Growth curves of the 30-week-old otr+/+, +/- and -/- (A) male and (C) female
mice. (B) Appearance of lトmonth-old otr+/+ and -/一male littermate･
5-3.へマトキシリン･エオジン染色による脂肪組織の観察
<雄OTRマウスの脂肪組織>
5-3a. WATの組織形態
10週齢および20週齢各遺伝子型マウスより精巣周囲WATを取得し､その組織形態を比較した｡
10週齢では遺伝子型による形態の差異は認められないものの､ 20週齢ではotr-/-マウスは脂肪
の過剰蓄積により明らかに細胞が肥大していた(Figure 17. )0 otr-/一マウスの脂肪細胞はotr+/+
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マウスに比較しておよそ1.6倍の面積となっていた｡一方でotr+/-マウスは脂肪細胞の面積に
差は見られなかった｡
1 0-week-o一d
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C 2500
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Figure 17. Histology of WATs. Gonadal WATs from (A)10- or (B)20- week- old otr+/+, +/-
and -/一male mice were fixed and sectioned and stained with hematoxylin and eosin (scale
bars : 160 Elm). (C) Area of adipocyte in Gonadal VAT from 20-week-old male otr+/+ (n -
3; 413 cells), +/- (n = 3; 400 cells) and-/- (n = 3; 291 cells) mice are displayed･
5-3b. BATの組織形態
10および20週齢の各遺伝子型マウスから肩甲骨周囲BATを取得しその組織形態を比べたとこ
ろ､ 10週齢ではotr+/+マウスは一つの細胞内に多数の脂肪滴が観察される典型的な褐色脂肪の
形態を示しているのに対し､ otr+/-では若干の脂肪滴の蓄積過多が観察され､ otr-/-マウスは
その傾向がより顕著であった｡一方で20週齢では､ otr+/+マウスでも加齢に伴う脂肪の蓄積が
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観察されるが､ otrrLマウスにおいて10週齢のときに観察された脂肪蓄積過多傾向がより顕著
となり､一つの褐色脂肪細胞内の脂肪滴は完全に融合し､白色脂肪細胞様を呈していた. otr+/-
マウスは両者の中間の形質を示していた｡ (Figure 3.)
1 0-week-o一d
otr+/+
20-weekl01 d
otr+ /-
otr+/+　　　　　　　　　　　otr+/- otト/-
Figure 18･ Histology of BAT shows lipid accumulation in adipocytes･ Interscapular BAT was
removed from (A) 10- or (B) 20- week-old otr+/+, +/- and -/- male mice and fixed in 4
% paraformaldehyde solution. Paraffin-embedded sections were stained with haematoxylin
and eosin (scale bar; 30　〝m).
5_4.組織重量の測定
10週齢各遺伝子型雄OTRマウスから(A)皮下脂肪(subcutaneous WAT) ､ (B)精巣周囲脂肪
(Gonadal WAT) ､ (C)腎臓周囲脂肪(perirenal WAT) ､ (D)腸間膜周囲脂肪(Mesenteric WAT
)および(E)肩甲骨周囲BAT (Interscapular BAT)を取得しその体重当たりの組織重量を検討し
たところ(Figure.19)皮下脂肪やBATでは遺伝子型による組織重量の差異は見られなかった~
方で､精巣周囲脂肪､腎臓周囲脂肪､腸間膜周囲脂肪といったいわゆる内臓脂肪ではotr-/-マ
ウスにおいてotr+/+マウスよりも重量の増加傾向が認められた｡特に腸間膜周囲脂肪では明ら
かな脂肪組織重量の増大が観察された｡また､ otr+/-マウスは全ての脂肪組織においてotr+/+
マウスと差は見られなかった｡
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A. subcutaneous WAT B. Gonadal WAT C. perirenal WAT
D. Mesenteric WAT E. LnterscapuLar BAT
Figure 19. Increased wet weights in white adipose tissues in male otr-/一mice･ Wet weights
of subcutaneous, gonadal, perirenal, and mesenteric WATs and interscapular BAT from
10lWeek101d otr+/+, +/- and -/- mice.
5-5.脂肪組織におけるOT/OTRの発現
10遇齢otr+/+マウスの各脂肪組織についてRT-PCR法を用いてOTあるいはOTRの発現を検討
した｡すると検討した全ての脂肪組織におけるOT/OTRの発現が確認された｡そこで典型的なWAT
であると考えられる精巣周囲WATと肩甲骨周囲BATを前駆脂肪細胞と成熟脂肪細胞に分離し各々
におけるOT/OTRの発現を確認したところ､両脂肪組織ともに前駆脂肪細胞でのみOT/OTRの発
現が認められ､成熟脂肪細胞では発現が見られなかった｡脂肪細胞に特異的なマーカー遺伝子
である｡P2およびユビキタスに発現しているacidic ribosomal phosphoprotein POは検討した
全ての脂肪細胞でバンドが確認された｡ (Figure 20.)
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Figure 20. RT-PCR analysis of OT or OTR expression in WATs ･ BAT, undifferentiated
preadipocytes and differentiated mature adipocytes･ Total RNA isolated from tissues of
10-week-old otr +/+ mice.
各遺伝子型oTRマウスの解析により､雄otr-/-マウスは野生型マウスに比較して有意な体重
の増加を示し､特にその傾向はotr-/-マウスにおいて顕著であることが明らかとなった｡一方
でOTRマウスの体重増加傾向には性差が認められた｡つまり､雄otrr/-マウスは明らかに体重
が増加するのに対し､雌otr-/一マウスにはそのような傾向は認められなかった｡ OTRは生殖関
連機能に重要な役割を果たしている受容体である｡古典的には雌における乳汁射出や分娩誘導
が最も良く研究されている｡一方で雄においても陰茎勃起や射精などの生殖機能-の関与が知
られている｡性に特徴的な役割を有することはその遺伝子を欠損させた場合に性差が生じる可
能性は充分に考えられる｡その際に重要であると考えられるの各種性ステロイドホルモンであ
る｡例えばoTRは性ステロイドのエストロゲンによって子宮､腎臓､視床下部などで発現が誘
導されることが報告されている｡性ステロイド関連遺伝子の欠損マウスの報告によるとestrogen
r｡｡eptor (ER) αの欠損により雌雄ともに肥満し､脂肪組織重量が増加すること､雄でしか解
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折がなされていないので雌については分からないが､ ERαのノックアウトマウスとERαとERβ
のダブルノックアウトマウスは脂肪組織重量が増加するがERβ単体のノックアウトでは野生型
とは差がないとの報告､あるいは男性ホルモンであるアンドロゲン受容体のノックアウトマウ
スは雄のみで肥満を呈し雌では肥満は見られない｡またアンドロゲンからエストロゲンを産生
する酵素であるアロマタ-ゼの欠損によっても脂肪組織の増加が引き起こされる｡このように
otr-/-マウスの呈した肥満には性ステロイドが関与している可能性があり､検討が必要である｡
肥満とは一般的に摂取エネルギーが消費エネルギーを上回った際に引き起こされる現象であ
り､その際の体重増加の大部分は脂肪組織重量の増加である｡そこで各遺伝子型oTRマウス及
びOTマウスの脂肪組織を観察してみたところ雄otr-/-マウスのWATは､脂肪細胞が明らかに肥
大していた｡脂肪細胞の肥大は肥満症に見られる典型的な症状であり､その原因は中性脂肪の
過剰蓄積であるとされる｡逆説的ではあるが､雄otr-/-マウスのWATにおいて中性脂肪の過剰
蓄積による脂肪細胞の肥大が観察されたことから､雄otr-/-マウスの呈した体重増加は巨大化
などではなく肥満であると考えることができる｡一方でBATの組織形態を比較したところ野生
型マウスでは一つの脂肪細胞内に多数の脂肪滴が観察される典型的な褐色脂肪細胞の形態を示
しているのに対し､雄otr-/-マウスのBATは著しい脂肪の蓄積過多によりそれらの脂肪滴が融
合し､白色脂肪細胞様を呈していた｡ BATはげっ歯類において主要な熱産生器官であり､遺伝子
改変によりこのようなBAT形態を示すマウスは熱産生能力に異常をきたしていることから雄
otr-/-マウスにおける熱産生能力の低下が予測された｡
脂肪組織の観察､あるいは重量測定の結果から､ OT/OTRが脂肪組織において何らかの機能を
有しているものと考え､脂肪組織におけるOT/OTRの発現について検討した｡するとOT, OTRとも
に検討した全ての脂肪組織においての発現が確認された｡そこで前駆脂肪細胞と成熟脂肪細胞
に分離して同様の検討を行なったところ､ WATおよびBATにおいてOT, OTRともに前駆脂肪細胞で
のみ発現が見られ､成熟脂肪細胞では発現していなかった｡脂肪組織の観察からはotr-/-マウ
スにおいてBAT､ WATの成熟脂肪細胞での脂肪の蓄積過多という表現型が認められることと成熟
脂肪細胞ではOT,OTRは発現していないことを考え合わせると､ otr-/-マウスで見られた組織形
態の異常は神経系やホルモン系などの外部からの入力系の関与が疑われる｡一方で前駆脂肪細
胞でOTおよびOTRの発現があったため､脂肪細胞分化に関わる機能を有している可能性がある｡
過去の報告ではライン化された培養前駆脂肪細胞の3T3-F442A細胞の分化誘導時にOTを加えるこ
とで成熟脂肪細胞-の分化が抑制されるとの報告がなされているが､これ以外の解析は皆無で
ある｡
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第6章: oTR遺伝子欠損雄マウスの示す熱産生異常についての解析
6-1.飽食･寒冷曝露時の体温変化
10-1 1週齢の各遺伝子型雄OTRマウスを飽食条件下で寒冷曝露を行ないその直腸体温の変化を
測定したところ､ otr-/-マウスではotr+/+マウスに比較して直腸体温の低下速度が速く寒冷曝
露開始一時間後､二時間後における体温はotr+/+マウスよりも有意に低いものとなっていた｡
しかし寒冷曝露を続けると遺伝子型による体温の差は無くなった.また､ otr+/-マウスはotr-/-
マウスと同様の傾向があったものの個体間の差が大きく､ otr+/+マウスとの間に有意差は認め
られなかった｡ (Figure 21. A)
一方で寒冷曝露時の摂食量を測定したが遺伝子型による摂食量の差は見られなかった.通常
温度条件時(25℃)の場合に比較して全ての遺伝子型で同じようにその摂食量が増加していた｡
(Figure 21. B)
A
+otr+/+(n=9) 
Ootr+/-(n=10) 
｢▲-otrイ-(n=10) ** *T 
!= 
0　　　　2　　　　4　　　　6　　　　8　　　10
Times at 5℃
1 hour after
otr+/+vsイー　P ≡ 0.0036
otr+/+vs +/-　p= 0.20
2 hours after
otr+/+vsイー　P ≡ 0.020
otr+/+vs+/-　p=0.10
0-2 hr　2-4 hr 4-6 hr　6-9 hr 9-24 hr0-24 hr0-24 hr
Tota l Tota l
at 25℃
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Thermogenesis in otr deficient mice. (A) Body temperature of male, 10- to lトweek-old otr+/+,
+/- and -/- mice fed a chow diet during exposure to 5℃. (B) Food intake of male, 10- to
l卜week-old otr+/+, +/- and -/- mice during exposure to 5℃
6-2.絶食･寒冷曝露時の体温変化
<oTRマウスの体温変化>
寒冷時には摂食が克進し､食餌誘導性熱産生が惹起されるとともに熱産生のエネルギー源と
なることが知られている｡そこでその影響を排除する目的で､ 10-11週齢の各遺伝子型雄OTRマ
ウスを絶食条件下で寒冷曝露を行ない､直腸体温の変化を測定した｡すると飽食条件時と同様
-3　　　　-2　　　　-1　　　0　　　　1　　　　2　　　　3
at 25℃ at 5℃
Times (hour)
at 25℃　　　　　　　　　　　　　　at 5℃
一3-Ohr　0-2hr　　2-4hr　　4-6 hr　　6･-9hr
-5
にotr-/-マウスはotr+/+マウスに
比較して直腸体温の低下速度が速
く寒冷曝露開始-時間後､二時間
後における体温が有意に低下して
いた｡また曝露後二時間において
はotr+/-マウスもotr+/+マウスに
比して体温が有意に低下していた｡
(Figure 22. A)一方でそのとき
の体重変化を測定したところ寒冷
曝露開始0-2時間の時点での体重
減少の程度がotr-/-マウスと
otr+/-マウスでは有意に抑制され
ていた｡ (Figure22. B) ｡また
他の時点では遺伝子型によっては
体重変化には差は見られなかった｡
Figure 22.
Thermogenesis in otr deficient
mice. (A) Rectal temperature in
10- to ll-week-old一male otr+/+,
+/- and -/一mice. Time point -
3 was before fasting and before cold exposure; time point 0 was after 一asting and before
cold exposure. (B) Pasting-induced weight loss in 10- to ll-week-old-male otr+/+, +/- and
-/一mice at 5℃ ambient temperature.
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6_3. Real-time PCR法による熱産生関連因子の定量
6-3-1. UCPsとHSL
IO週齢各遺伝子型雄OTRマウスの各温度条件下におけるBATでの熱産生関連因子の発現を検討
したところ､ UCPlは遺伝子型に関わらず寒冷温度条件時にその発現が完進していた(Figure 23.
A) ｡また同じUCPファミリーであるUCP2およびUCP3は遺伝子型や温度条件によらず発現レベル
に変化は認められなかった(Figure 23. B, C) ｡また､脂肪組織での主要な脂肪分解酵素であ
るHSLの発現量にも遺伝子型あるいは温度条件による有意差は得られなかった(Figure 23. D)
A. UCPl
otr+/+
C. UCP3
otrイー
B. UCP2
□NormalTemperature(25℃)(∩ 噸R?
tCOldExposure(5℃)(∩ 噸R?
Figure 23. Reaトtime quantitative RT-PCR analysis of (A) UCPl, (B) UCP2, (C) UCP3 and (D)
HSL mRNA of interscapular BAT isolated from 10-week-old male otr+/+ or -/- mice at normal
and cold conditions.
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6-3-2. Adrenergic receptors
3-1.と同様の条件下における各種ARsの発現を測定した｡すると熱産生に決定的な役割を果た
すとされるβ3-ARの発現は､通常温度条件下においてotr+/+マウスに比してotr-/-マウスでは
顕著な発現の低下が認められた｡また､寒冷曝露に伴いotr+/+マウスではβ 3-ARの発現低下が
観察されるのに対し､ otr-/-マウスではそのような反応も消失していた(Figure 24. A) ｡次
に熱産生に関してβ3-ARと反対の効果を有し､熱産生の抑制-と働くα2A-ARの発現量を検討し
たところ通常温度時､寒冷温度時の両温度条件下においてotr-/-マウスではotr+/+マウスより
も有意にその発現が克進していた(Figure 24. B) ｡一方で､ β卜ARの発現量は通常温度条件
下ではotrr/-マウスにおいて発現の上昇が認められた｡また､ otr+/+マウスでは寒冷曝露二時
間の条件下ではその発現に変化は認められないのに対し､ otr-/-マウスでは発現が低下すると
いう結果が得られた(Figure 24. C) 0
A. 83lAR
otr+/+
C. β1-AR
otrイー
B. α2A-AR
ロNormalTemperature(25℃)(n=5) 
■ColdExposure(5℃)(n=5) 
otr+/+　　　　　　otrイー
Figure 24. Real-time quantitative RT-PCR analysis of (A) β3-AR, (B) α2A-AR and (C) β
1-AR mRNA of interscapular BAT isolated from 10-week一〇ld male otr+/+ or一/一mice at normal
and cold conditions.
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6_4,寒冷暴露時の脳内oT遺伝子発現解析
10週齢各遺伝子型雄OTRマウスについて通常温度条件時(25℃)および寒冷温度条件時(5℃
)における脳内oT mRNAの発現をin situ hybridization法により解析した｡通常温度条件時の
PVN, SONの両部位におけるOT mRNAの発現には遺伝子型による差異は認められなかった｡また通
常温度条件時と同様に､寒冷暴露を二時間行ってもotr+/+マウスとotr-/-マウスとの間にOTmRNA
発現の顕著な差は認められず､温度条件による発現の変化も見られなかった｡これはPVNでもSON
でも同様であった(Figure 25, 26) ｡なお､定量には一個体につき最もシグナルが大きい隣り
合った二枚の切片を用い､その平均値をその個体の値として計算を行った｡
A. otr+/+
Normal temperature(25℃)
B. ot｢/-
尊さ
Cold exposure(5℃)
Normal temperature(25℃)　　　　　　　　Cold exposure(5℃)
Figure 25. 0T mRNA levels of the PⅧ and SON in 10-week-old male (A) otr+/+ and (B) -
/一mice at normal temperature (25℃) or cold exposure (5℃) Conditions. OTmRNAwas detected
by in situ hybridization using an e又on riboprobe. (C) shematic representation of the Pm
and SON.
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A. PVN B. SON
□NormalTemperature(25℃)(n=5) 
■ColdExposure(5℃)(n=5) 
Figure 26. Relative OT mRNA expression of the (A) PVN and (B) SON in 10-week-old male otr+/+
an -/- mice at normal ambient temperature (25℃) or cold exposure (5℃) Conditions, OT
mRNA was detected by in situ hybridization.
pvNの背側(dorsal側)は自律神経-の投射が知られており､ BATでの熱産生は交感神経支配
を受けていることから､ PⅧのdorsal側におけるOT mRNAの発現も同様に検討した｡部位は最
もOT mRNAのシグナル強度が強かった切片から140　〃m及び210　〃m背側の切片を用い､その
シグナルの平均値をその個体の値として計算を行なった｡その結果､ PⅧのdorsal側において
も､上記の最もシグナルの強かったPⅧの部位と同様に遺伝子型､あるいは温度条件によるOT
mRNAの発現に顕著な差というものは見られなかった(Figure 27.) 0
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A. otr+/+
l　●
･ :つ
Normal temperature(25℃)
B. ot｢/-
宇戸　.,
■　　■
Normal temperature(25℃)
C. PVN (dorsal)
otr+/ +　　　　　　otrイー
･　　　( .
■t
一●l　●　ヽ
JL I+
い-
Cold exposure(5℃)
､-.lt ≠
Cold exposure(5℃)
Figure 27. 0T mRNA levels of the dorsal PVN in 10-week-old male (A) otr+/+ and (B) -/I
mice at normal temperature (25℃) or cold exposure (5℃) Conditions. OT mRNA was detected
by in situ hybridization using an e又on CRNA probe. (C) Quantitative analysis of OT mRNA
expressions in dorsal PVN.
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雄otr-/-マウスのBATではotr+/+マウスのBATに比較して明らかな脂肪蓄積過多が観察され､そ
の脂肪組織像は白色脂肪様を呈していた｡過去の報告からこのようなBATの形態を示す遺伝子改
変マウスは熱産生能力が低下しているために寒冷曝露時に体温の低下が起こることが報告され
ている｡従ってotr-/-マウスにおいても熱産生能力が低下していることを予測し､寒冷曝露時
の体温を測定した｡飽食･寒冷曝露時の体温変化はotr-/-マウスにおいてotr+/+マウスよりも､
寒冷曝露後1時間､ 2時間の時に有意に体温が低下していた｡そのため､ OTRが体温調節機構に
おいて何らかの機能を有していると考えられる｡また､餌の摂取によって熱産生が誘導される
ことが知られているため(食餌誘導性熱産生) ､寒冷曝露時の摂食量も測定したが､測定した
全てのタイムポイントにおいてOTR遺伝子型による差は見られなかった｡一方で通常温度時の24
時間摂食量に比べて寒冷曝露時の24時間摂食量が増大していたが､これは寒冷時には代謝を克
進することで熱を産生しているためであり､そのエネルギー源として摂食が増加したためであ
る｡また､両温度条件における摂食量にも変化は認められなかった｡従って外的な温度環境､
或いは内的な温度環境を感知して摂食行動を引き起こす機構にはOTRは関与していないものと推
察される｡しかし､この条件では食餌誘導性熱産生の低下による体温低下なのか､食餌に依存
しない熱産生の低下なのかを判断できない｡そこで次に絶食･寒冷曝露時の体温変化を検討す
ることにした｡
絶食条件下に置くこと以外は飽食条件時と同様の操作で寒冷曝露を行なった｡すると飽食時
と同様にotr-/-マウスにおいて寒冷曝露開始後1時間､ 2時間の時にotr+/+マウスよりも急速な
体温の低下が認められた｡この条件では食餌誘導性熱産生の影響は排除されているのでotr-/-
マウスの呈した体温低下に対する食餌誘導性熱産生の寄与は′トさいと推察できる｡同時に寒冷
曝露後2時間においてはotr+/-マウスでもotr+/+マウスに比して体温の低下が観察された｡その
ため､熱産生機構に関してはOTR量依存的な制御が働いている可能性がある｡またこのときの体
重変化を測定したところ寒冷曝露開始後2時間までの体重減少がotr-/-マウスではotr+/+マウス
よりも小さく､ otr+/-マウスも同様の傾向を示した｡絶食条件下の寒冷曝露時には脂肪組織に
蓄えられている中性脂肪がエネルギー源として用いられるため､体重の減少はすなわち脂肪組
織重量の低下であると考えられるが､ otr-/-マウスはこの脂肪組織重量の低下､つまり脂肪分
解機能が減弱していると推察される｡寒冷曝露時には脳視床下部の体温中枢からの刺激により
交感神経の末端からノルアドレナリンが分泌され､ β3-アドレナリン受容体を介したシグナル
伝達によりHSLがリン酸化され活性化されることで脂肪分解がなされるが､ otr-/-マウスはこの
機構のどこかに欠陥が生じている可能性が高い｡これは成熟褐色脂肪細胞ではOT/OTRは発現し
ていなく､ otr-/-マウスの示したBAT組織形態の異常は外的な要因であると推察されたことと一
致する｡
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｡tr-/-マウスは寒冷曝露後2時間においてotr+/+マウスよりも顕著な体温の低下が見られたこ
とをうけて､ BATにおける各種熱産生関連遺伝子の発現についてReaトtime PCR法を用いて検討
を行なうことにした｡ BATにおいて熱産生を直接担っている分子はUCPlであるためその遺伝子発
現を定量したが､予想に反してotr./., otr-/-マウスともに寒冷曝露に伴いUCPlの発現が誘導
されるという正常な挙動を示した｡そこで同じUCPファミリーである(熱産生に対する機能には
疑問符がつくが) UCP2およびUCP3の発現も同様に測定したが､これらの遺伝子発現は遺伝子型､
或いは温度条件による変動は見られなかった｡次にUCPlの熱産生の基質となる遊離脂肪酸の産
生をしているHSLの発現も検討したが､これについても遺伝子型や温度条件による有意差は認め
られなかった｡ ｡tr-/-マウスでは寒冷曝露時の熱産生能力の低下および脂肪分解が減弱してい
ることが推定されていたにも関わらず熱産生分子であるUCPsや脂肪分解酵素のHSLの発現には変
化が見られなかったことから､ otr-/-マウスにおいて熱産生の低下や脂肪分解の低下を引き起
こした原因はBAT単体の問題ではなく､やはり外的な入力系を含んだものであると考えたo
BATは交感神経系の支配を受けており､交感神経末端から分泌されるノルアドレナリンが褐色
脂肪細胞膜に存在するアドレナリン受容体を介して熱産生を制御している｡そこでotrrトマウ
スBATにおける各種アドレナリン受容体の発現について検討を行なったところ､定量を行なった
全てのアドレナリン受容体においてotr-/-マウスでは発現の変化が見られたo熱産生･脂肪分
解に対して促進的な機能を有するβ3-アドレナリン受容体は通常温度時はotr+/+マウスに比し
て｡tr-/-マウスでは発現が顕著に低下していた｡また､ β3-アドレナリン受容体の発現は短時
間の寒冷曝露､つまりはノルアドレナリンの刺激によって発現が減少することが報告されてい
るが､ otr+/+マウスではこの通りの挙動を示したのに対し､ otr-/-マウスでは寒冷曝露に伴う
発現低下も認められなかった｡従って交感神経系からの入力に何らか障害が生じている可能性
が考えられる｡また､ otr-/-マウスでは通常温度時においてβ3-アドレナリン受容体の発現が
減少していることから､通常時でもβ3-アドレナリン受容体を介するエネルギー消費が減弱し
ていると推察される｡一方で交感神経系からのノルアドレナリンの刺激によりβ3-7ドレナリ
ン受容体とは正反対の機能を有し熱産生､あるいは脂肪分解を抑制するα2A-アドレナリン受容
体の発現は通常温度時､寒冷温度時の両温度条件下においてotr-/-マウスではotr+/+マウスよ
りもその発現が上昇していた｡このため､ otr-/-マウスのBATでは交感神経系からの入力により
熱先生･脂肪分解を克進するβ3-アドレナリン受容体の発現が減少しており､一方で熱産生･
脂肪分解を抑制するα2A-アドレナリン受容体の発現が上昇しているために､ノルアドレナリン
による入力は熱産生を起こしにくくなっていると考えられる｡ β3-アドレナリン受容体のノッ
クアウトマウスは寒冷時の体温低下を起こすものの､ UCPlのタンパク質量は寒冷時に著増する
という結果が報告されており､これはotr-/-マウスで観察されたことと良く一致するoまた､
｡tr-/-マウスのBATの状態と近いと考えられる､ β3-アドレナリン受容体のノックアウトマウス
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の脂肪組織にヒトα2-アドレナリン受容体を高発現させたモデルではやはり体温の低下を引き
起こし､またβ3-アドレナリンノックアウトマウスに比べて高脂肪食条件下で肥満しやすいこ
とが報告されている｡また､ α2A-アドレナリン受容体のノックアウトマウスは交感神経系の機
能が克進していることも報告されている｡同様に､ BATでの熱産生にはα2アドレナリン受容体
とβ3-アドレナリン受容体の発現バランスが熱産生･脂肪分解を制御している等の知見が蓄積
されている｡従ってotr-/-マウスのBATではα2 / β3-アドレナリン受容体の発現比率が変化し
ていることで熱産生･脂肪分解の抑制が生じているのではないかと推察される｡通常温度条件
時においてβ 1-アドレナリン受容体の発現はotr-/-マウスでIJl.進しており､また寒冷曝露時に
はその発現が低下するという､ otr+/+マウスでは見られない現象が観察された｡ β3-アドレナ
リン受容体ノックアウトマウスでは､ βトアドレナリン受容体の発現が上昇していることから､
｡tr-/-マウスにおけるβ3-アドレナリン受容体発現の減少を相補するような機能が作用してい
るのかもしれない｡
｡b/obマウス(レプチン遺伝子に自然変異が入ったマウス)やVMH破壊マウスでも同様にβ31
アドレナリン受容体の発現が減少している｡しかしこの場合はUCPlの発現低下も伴っている｡
またこれまでに数多く報告されているように寒冷曝露時のUCPlの発現上昇はβ3-アドレナリン
受容体からのシグナル伝達で引き起こされると考えられており､ otr-/-マウスで得られた知見
と一致しない.一方でotr-/-マウスではUCPlの発現は正常であるにも関わらず､その熱産生機
能は減弱しているなど､やはり矛盾が生じている｡ UCPlの脱共役活性はプリンヌクレオチドに
ょって阻害され､長鎖脂肪酸によって活性化される｡従って脂肪分解が抑制されている可能性
が高いotr-/-マウスのBATでは､ UCPlが正常に発現していても長鎖脂肪酸の枯渇により､その
脱共役活性は低下していると推察される｡また､ UCPl遺伝子は､その5'上流領域に存在する各
種核内受容体に対する応答配列(T3受容体応答配列､レチノイン酸受容体応答配列､ PPAR応答
配列)により転写制御を受けることが報告されているため､ otr-/-マウスのBATで見られた寒
冷暴露時のUCPl発現上昇は､これらの核内受容体の関与の結果である可能性が考えられる｡ま
た､甲状腺を摘出したラットでは寒冷曝露時に体温低下を呈し､ノルアドレナリンを投与して
もBATにおける熱産生が起こらない｡このラットはUCPlの発現も減少するが､甲状腺ホルモン
の投与(投与15日)によりノルアドレナリンによる熱産生は完全に回復するが､ UCPlの発現レ
ベルは通常のラットの半分程度にまでしか回復しない｡また甲状腺ホルモンの投与を開始して
間もなく(投与後2日程度)ではUCPlの発現は殆ど回復していないにも関わらず､ノルアドレ
ナリンによる熱産生機能の大部分が回復していた｡よってBATにおける熱産生には甲状腺ホル
モンの作用が必須であり､その際にはUCPlの発現に依存しない熱産生機構が存在すると示唆さ
れている｡甲状腺機能克進時にはOTの分泌が促進され､甲状腺機能低下時にはOTの分泌が抑
制されることやOTが血中の甲状腺刺激ホルモンや甲状腺ホルモンのレベルを減少させるなど､
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oTと甲状腺機能に関する報告がなされているo従ってotr-/-マウスにおいては甲状腺機能が低
下している可能性があり､このことを検討する必要があると考えている｡
oTは脳視床下部のPVNおよびSONで産生されており､特にPVNは体温中枢の一つとして知られて
いる｡また､同様に視床下部の体温中枢であるVMliにはOTRの豊富な発現が知られている｡ PVNに
刺激を与えると交感神経が活性化されBATでの熱産生が克進する｡一方でOTの中枢投与によりウ
サギおよびマウスにおいて直腸体温の上昇が観察されている｡また､ BATにpsudorabie virusを
感染させるとPⅧ特にオキシトシン産生ニューロンで特に強いシグナルが観察される､ OTの脳室
内投与によって交感神経の活性化が引き起こされるなどのことより､オキシトシン産生ニュー
ロンは交感神経系を介してBAT-と投射していると考えられる｡よってotr-/-マウスにおいて観
察された体温の低下は中枢神経系におけるOT/OTR機能の欠如によるものである可能性を考え､
通常温度条件時および寒冷曝露時の脳凍結切片を用いたin situ hybridization法により各遺伝
子型マウスのOT遺伝子発現を検討した｡両遺伝子型ともに､通常温度時のPmにおけるOT遺伝子
発現に差は見られなかった｡またSONも同様であった｡一方で寒冷曝露時においても､遺伝子型
によるOT遺伝子の発現の差異は認められず､その発現レベルは通常温度時と比較して変化は見
られなかった｡ PⅧのdorsal側は延髄方向-と投射しており､交感神経活性に重要な働きを有し
ていることからその部位におけるOT遺伝子発現についても同様に解析したが､やはり遺伝子型
あるいは温度条件による遺伝子発現の変化は認められなかった｡従って､寒冷温度条件下にお
いても中枢でのOT遺伝子発現は変化が見られなかったため､視床下部におけるOTは関与してい
ない可能性も考えられるが､ OTはそのbasalレベルの発現が非常に多いため､変化を検出できて
いない可能性もある｡そこで更なる検討として､脳視床下部におけるReaトtime PCR法による定
量や､エクソンプローブでは無くイントロンプローブを用いてhnRNAを検出するなどの解析を試
みている｡また､ OTはその発現のレベルではなく分泌のレベルで制御されていることも考えら
れるため､その解析も現在検討中である｡
総括
本研究では以下の事を明らかにした｡
1.雌雄Otrソ一において分娩を含む生殖機能･生殖行動は正常であったが､乳汁射出機能に異
常がある事を明らかにした｡
2. Fp -/-/Ot -/-, Fp -/-/Otr -/-は共に自然分娩を開始出来なかったが､出産直前のRU486
投与によってOT/OTRが無くとも分娩が誘発される事を明らかにした｡また､これらにおいて分
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娩所用時間の延長を認め､ FPとOT/OTRが分娩時の子宮収縮に相補的に働いている事を強く示唆
した｡
3.マウスの母性行動にはOTは必須でないが､ OTRは必須である事を明らかにした｡この原因は
攻撃行動制御に見られた様な母体内でのOT暴露ではない事を示した｡これにより､母性行動誘
発時にOTRを活性化する他リガンドが存在する可能性を示唆した｡またOTRは妊娠･分娩など
による生理的変化を経なくても母性行動誘発に根本的に機能している事を示した｡ Otr -/-では
母性行動に重要なLS, MPOAにおける神経細胞の活性が著しく低下している事を明らかにした｡
4.雄Otr一十の肥満の原因探索として摂食量と活動量を測定し､その概日リズムを含めてOtr+/+
と差がない事を確認した｡また､ Otr-/-は内臓脂肪型肥満を呈するため代謝異常が疑われたが､
血中の血糖値･トリグリセライド値･コレステロール値･遊離脂肪酸量にOtr+/+との差はなく､
耐糖能にも異常がない事を明らかにした｡
5. OTR遺伝子欠損マウス(otr-/-)雄は野生型に比して12週齢程度から顕著な肥満を呈した｡ OTR
遺伝子欠損マウスの白色脂肪組織(WAT)は脂肪の過剰蓄積によって細胞･組織が肥大し､褐色脂
肪組織(BAT)は脂肪蓄積過多による脂肪滴の融合が観察された｡
6.寒冷曝露時の体温を測定により､ otr-/-で有意な体温低下が観察され､その際の体重減少は
抑制されていた｡ OTR遺伝子欠損マウスでは､交感神経からの熱産生及び脂肪分解を抑制する_3
と促進する_2アドレナリン受容体の発現比率は変化しており､これが寒冷感受性とエネルギー
消費減少をもたらし､肥満の一因となったと推定した｡
oTR遺伝子欠損マウスの作製により､ OT遺伝子欠損マウスのみでは示されなかった新たな
oT/OTR機能が明らかとなってきた｡これまでの解析により､ OTRは妊娠から出産,子育て,そし
て成体に至るまでマウスの一生を通じて様々な重要機能を果たし､種の維持に必要不可欠なホ
ルモン受容体であることが明らかとなった｡
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